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いる。中でも電灯線や送電線から放射される低周波(50 / 60 Hz)の交流電場から発生す
る磁場の身体への影響は 50年近く前から関心を集め、様々な研究がなされている。 
我々、生物は常に地磁気環境のもとで生きている。地磁気は静磁場であり、強度は
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磁場が与える DNA損傷について、Singh と Laiはラットに 60 Hz、10 µTの磁場を
24時間、48時間曝露し、神経細胞の DNA一本鎖切断 (Single-strand break; SSB)と
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図 3 Singhと Laiによる先行研究（2004） 
青色の曝露群が白色の非曝露群よりも有意に増加 
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表 1 身のまわりの電磁場について 
（環境省の報告による http://www.env.go.jp/chemi/electric/material/minomawari.pdf） 
名称 周波数 波長 主な発生源 
静電磁界 0 Hz - 地磁気（35~70 μT） 
磁気共鳴画像撮影装置(MRI) 
超低周波電磁界 >0 Hz~300 Hz ~1 km 家電製品、電力設備（50 Hz、60 Hz） 
中間周波電磁界 300 Hz~10 MHz 1 km~30 m IH調理器(20~90 kHz) 
放送局・通信設備（数百 kHz~） 
鉄道 

















本研究では低周波磁場である周波数 50 Hz の磁場の細胞への影響をコメットアッセ
イという解析方法によって調べた。コメットアッセイは元々、化学物質や放射線被曝に







実験で Ivencsits ,S. et al.は 50 Hz、1000 μTの連続波形の正弦波磁場曝露より正弦波
断続波形の磁場曝露の方がDNA損傷を引き起こす事をコメットアッセイによる実験か
ら結論付けた。中でも 5分間磁場曝露を onにし、10分間磁場曝露を offにする断続磁
場を 24時間曝露した実験条件が最大の DNA鎖切断を引き起こすことを示した。[2]（図 
4）このとき用いた評価方法は得られた画像を損傷度の高さを目によって A , B , C , D , 


























図 4 Ivencsits,S.et al による先行研究[2002] 
exposure は曝露、shamは非曝露（擬似曝露）を表す 
 
図 5 Ivencsits,S.et al による実験における評価法 
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図 6  Ivencsits,S.et alによる先行研究[2005] 
fibroblast（繊維芽細胞）の DNA損傷の最大は 15時間である 
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第 2章 方法 
2.1 コメットアッセイ（単一細胞ゲル電気泳動法） 
コメットアッセイはDNA鎖損傷度の測定のためSingh et al.によって 1991年に確立






で押し込められている。（図 7）DNA 損傷が生じ、DNA 鎖が切断されかつ、DNA が
絡み付いているたんぱく質（ヒストン）が除かれていることで DNA 構造内のスーパー
コイルがほどける。この状態で電気泳動することで、ゲル中の核から遊離した DNA は





図 7 核内の DNA 
（http://novel.fc2.com/novel.php?mode=rd&nid=152531&pg=1） 
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図 9 メリットコイル概略図 
 
図 10 メリットコイル内二重配線の概略図 
2.3.1 メリットコイルの磁場 
















i はコイルの上から数えた番号、コイルの巻き数を N、コイルの幅を d、コイルの中
心を原点としたときのコイルの座標を z とし、コイルに幅がないものとして計算した。
（表 2、図 11） i ｚi Ni 
1 30.25 26 
2 7.75 11 
3 -7.75 11 
4 -30.25 26 
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16分割し、それぞれの磁場を測定した。測定には LakeShoreの 421 Gaussmeter（ホ
ール効果プローブモデル、感度 5 %）を用いた。最も磁場の強い部分と弱い部分の差は






図 12  コイル内部磁場の一様性[ μT ] 
932 939 944 950 
927 937 942 959 
927 931 940 942 
922 932 940 942 
 


















図 13 コイル内部磁場の一様性実験結果 
 









磁場曝露（5 分 on、10 分 off）は設定温度付近になった後も 0.1℃のふらつきが観察
された。（図 15、図 16） 
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第 3章 材料と方法 
3.1 使用した細胞と培養方法 
実験には株化された Swiss albino系統のマウス ( Mus musculus ) 胚由来の繊維芽
細胞 ( 以下 3T3-Swiss albinoと呼ぶ ) を用いた。 
 




イーグル培地（DMEM）と D-グルコースに 10 %牛胎児血清（Fetal Bovine Serum）、
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コイルに電流を流すことによって生成する。磁場曝露装置のファンクションジェネレー
タは nf の WAVE FACTORY 15MHz シンセサイザー  MULTIFUNCTION 
SYNTHESIZER WF1943A と WF1973 を用いた。また DENON のアンプ
INTEGRATED AMPLIFIER PMA-390SEを用いて電流を増幅させた。（図 18） 
 
図 18 使用したファンクションジェネレータ（左）とアンプ（右） 





り、5分 on10分 offの断続波形の磁場印加を行った。 
 
図 19 インキュベータ内のメリットコイル 
 
各コイルからアースを 
取り電場を 1 V/m以下 
に低減 
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 連続波形磁場 断続波形磁場 
100 μT 18時間、22時間、48時間 15時間、18時間 
500 μT 18時間、20時間、24時間 1時間、15時間、18時間、24時間 














した後、新しい PBSで密度が 5 × 105 個/ ml になるよう新しい PBSで懸濁する。 
3. 細胞懸濁液を低融点アガロースゲルで 10 倍に希釈しコメットアッセイ用スライド
ガラス（図 22）二枚に 75 μlずつ 8箇所（ひとつの条件について 4箇所）滴下し
冷やすことでスライド上に固定化する。 
4. その後 4℃で溶解溶液(Lysis Solution)にスライドごと 60分浸し細胞膜やヒストン
を溶解する。 
5. アルカリ性条件（ > pH 13）のバッファー（300 mMNaOH、1 mM 2EDTA）に
室温で 60分浸した後、アルカリ性条件のバッファーの液面から 5 mm の深さにス
ライドを置き 4℃で、1 V/m、204 mA（所有する電源で到達可能な最大電流）の条
件で 120分電気泳動を行う。 
6. 蒸留水ですすぎ、70%エタノールに 5分間浸し中和する。 
7. SYBR GreenⅠ（1 μl、SYBR GreenⅠと 10 ml、pH7.5 TE Buffer の混合溶液）
で蛍光染色し、蛍光顕微鏡でコメットの画像を取得する。 
 
図 21 ラバーポリスマン 
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図 22 コメットアッセイ用スライド 
一枚につき二箇所サンプリングできる 
  




















CometScore™・freeware v1.5  ( http://www.tritekcorp.com ) を用いて、図に示すよ
うな長さや強度分布等のパラメータを用いた。 
実験で取得した画像を CometScore で読み込みバックグラウンドを差し引いてから
コメットを枠で囲むと自動的に図 26、図 27のように得られる。 
 
図 25 観察されるコメットの画像 
 
図 26 CometScoreを用いて画像解析を行う 
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Comet Length (px) （図中の Total Length） 
コメットの水平方向のピクセルの数 
LC = Nx  
Comet Intensity 
Comet Areaの各ピクセルの強度 IC ( x , y )I()を積算した値 
IC = Σ IC ( x , y ) 
Head Diameter (px) 
コメットのヘッド部分の水平方向のピクセルの数 
LH = NHx 
Tail Length (px) 
Comet全長 LCから Head長 LHを差し引いた値 
LT  = LC－LH 
Tail Area (px) 
テール部分のピクセルの数の合計 
AT = NT ( x , y ) 
Tail Intensity 
Tail Areaの各ピクセルの強度 IT ( x , y )を積算した値 
IT  = Σ IT ( x , y ) 
Tail Mean Intensity 
テールに含まれる全ピクセルの強度の平均 
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μI = IT / AT 
%DNA in Tail 
  テールの含まれる DNAの割合 
%DNAT = 100 × IT / IC 
Tail Moment 
MT = %DNAT × LT 
Olive Moment 
[ Headの中心からの距離 ] × IC ( x , y ) / IC 
3.4 統計解析 




を表す P値が < 0.05 の時、有意な差であると決定した。 
また、その実験の正当性を評価するために同じ細胞種の DNA の量に違いはないと考え、
Comet Intensity （IC = Σ IC ( x , y )）の平均値の統計解析を行い有意差がなく Comet 
Intensity に差がないとき、そのデータを信頼しパラメータを評価した。 
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第 4章 結果 
4.1 過酸化水素を用いたポジティブコントロール実験 
行ったコメットアッセイのプロトコルに問題がないことを示すために、強い DNA切



























通常培養 161.5 15493.0 611548.8 33.3 66.8 114.9 67.9 
H2O2 329.3 32032.6 2703738 84.8 93.1 309.0 153.4 
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図 29 ポジティブコントロール（日付:12/11/02）のパラメータ平均値比 














































































































































































































































































































非曝露 1 25.3  1180.7  59687.4  49.5  8.6  3.4  2.7  
非曝露 2 20.0  981.8  56380.7  59.5  8.4  2.7  2.5  
P値 0.3736 0.8872  0.7884 0.2027 0.817 0.9922 0.8608 






































































































































































































図 33 ネガティブコントロール（日付:12/06/30）のヒストグラム 
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4.3 連続波形磁場曝露実験 
 連続波形の磁場曝露実験結果を示す。代表的なものにはヒストグラムも掲載した。 























非曝露 338.0 37089.1 501787.9 13.9 29.2 108.3 41.9 
曝露 370.6  41242.0  610381.9  15.3  32.7  131.0  51.0  
P値 0.0169  0.3067 0.1717 0.3077 0.1816  0.0616  0.2350  




























図 34 100μT連続波形磁場 18時間曝露（日付:12/04/02）のパラメータ平均値比 




















































































































































































































非曝露 86.2  4196.3  130821.3  30.2  12.8  13.9  7.1  
曝露 102.5  6843.2  184947.6  28.7  16.5  19.8  10.4  
P値 0.0010  2.59E-10 2.80E-05 0.5272 0.0002  6.87E-6  3.89E-13 
表 6 100μT連続波形磁場 22時間曝露（1/205/21）の実験結果 
 






























図 36 100μT連続波形磁場 22時間曝露（日付:12/05/21）の平均値比 
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48時間曝露 
日付:12/02/29 

















非曝露 191.4  11720.5  183442.6  21.4  18.8  43.6  14.0  
曝露 180.9  11433.9  196891.9  22.1  19.4  41.4  14.2  
P値 0.3640  0.8117 0.9692 0.4167 0.5385  0.9148  0.8764  




























































































































































































































































































































































































































































































図 39 100μT連続波形磁場 48時間曝露（日付:12/02/29）のヒストグラム 
 
4.3.2 50Hz、連続 sin波、500μT 
18時間曝露 
日付:12/10/20 
連続波形、500μT、18時間曝露では Tail Length、Tail Area、%DNA in Tail、Tail 



















非曝露 518.2  107625.4  9052313.5  80.8  88.0  466.6  201.4  
曝露 538.9  116431.2  9780532.7  80.1  90.4  500.9  213.6  
P値 0.0408  0.01716 0.1172 0.6047 0.0149  0.0337  0.2949  
表 8 100μT連続波形磁場 18時間曝露（日付:12/10/20）の実験結果 
 



























図 40 100μT連続波形磁場 18時間曝露（日付:12/10/20）の平均値比 
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20時間曝露 
日付:12/10/18 
Tail Mean Intensity、%DNA in Tailは両群間に有意差があった。Tail Lengthと Tail 



















非曝露 461.1  82861.8  5830858.3  67.3  83.8  405.8  198.5  
曝露 429.8  81717.2  6330535.4  74.3  86.5  384.6  211.4  
P値 0.0919  0.6508 0.17 0.005261 0.0022  0.3065  0.1183  



























図 42 100μT連続波形磁場 20時間曝露（日付:12/10/18）の平均値比 




































































































































































































































Tail Intensity、Tail Mean Intensity、%DNA in Tail、Olive Momentは両群間に有


















非曝露 212.3  25184.7  376084.9  13.7  20.8  51.5  26.7  
曝露 205.2  23873.7  347648.5  14.2  20.0  46.8  25.4  
P値 0.0968  0.8754 3.55E-06 2.18E-14 0.0004  0.0843  0.03086 
表 10 100μT連続波形磁場 24時間曝露（日付:12/ 12/25）の実験結果 
 



























図 44 100μT連続波形磁場 24時間曝露（日付:12/12/25）の平均値比 
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非曝露 327.5  60625.5  3718543.2  53.0  73.0  255.3  152.3  
曝露 337.6  66798.9  4030834.5  52.5  75.2  270.5  155.5  
P値 0.5367  0.04919 0.4477 0.9497 0.4549  0.4586  0.7725  



























図 46 1000μT連続波形磁場 15時間曝露（日付:12/11/06）の平均値比 

















































































































































































































図 47 1000μT連続波形磁場 15時間曝露（日付:12/11/06）のヒストグラム 
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4.4 断続波形磁場曝露実験 
Sin波で 5分 onで 10分 offとして、それぞれの曝露条件で磁場を曝露した。 
4.4.1 50Hz、断続 sin波、100μT 
15時間曝露 
日付:12/07/18 

















非曝露 10.4  480.0  16759.8  53.1  7.7  1.2  1.4  
曝露 8.6  397.1  15487.5  47.7  6.8  1.2  1.3  
P値 0.6353  0.4074 0.5387 0.8838 0.7085  0.9793  0.2084  



























図 48 100μT断続波形磁場 15時間曝露（日付:12/07/18） 
 







































































































































































































非曝露 16.3  1133.8  66231.5  57.9  9.0  2.3  2.7  
曝露 17.5  1181.4  69731.6  55.4  8.2  2.9  2.8  
P値 0.6324  0.4701 0.5841 0.6705 0.4556  0.2318  0.5873  
表 13 100μT断続波形磁場 16時間曝露（日付:12/06/09）の実験結果 
 
















































































































































































































































































































































































図 51 100μT断続波形磁場 18時間曝露（日付:12/06/09）のヒストグラム 
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4.4.2 50Hz、断続 sin波、500μT 
1時間曝露 
日付:12/09/21 


















非曝露 106.3  10121.2  252341.6  31.3  12.9  18.1  10.5  
曝露 114.1  10392.3  232426.7  26.7  13.8  19.3  10.2  
P値 0.0620  0.2495 0.749 0.2048 0.1700  0.1111  0.3900  





















































































































































































































非曝露 155.6  13315.0  180324.9  18.9  11.6  23.6  11.7  
曝露 170.5  15647.1  251442.9  17.7  13.3  29.1  14.2  
P値 0.1129  0.0425 0.006217 0.3821 0.1573  0.0750  0.1426  
表 15 500μT断続波形磁場 15時間曝露（日付:12/09/11）の実験結果 
 





























図 54 500μT断続波形磁場 15時間曝露（日付:12/09/11）の平均値比 
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18時間曝露 
日付:12/09/05 
Tail Length以外のパラメータに関して両群間に有意差があった。Tail Mean Intensity


















非曝露 122.8  7559.9  81564.2  33.2  9.1  16.2  7.5  
曝露 132.9  10379.8  184118.5  21.8  15.8  26.9  13.3  
P値 0.0607  2.16E-06 < 2.2e-16 2.51E-13 2.63E-15  9.52E-9 2.76E-11 


























図 56 500μT断続波形磁場 18時間曝露（日付:12/09/05）の平均値比 









































































































































































































図 57 500μT断続波形磁場 18時間曝露（日付:12/09/05）のヒストグラム 
24時間曝露 
日付:12/09/06 


















非曝露 109.1  9435.5  168738.8  22.6  11.4  17.5  10.6  
曝露 142.5  12047.4  218408.9  21.8  14.4  26.7  13.7  
P値 7.45E-6  0.000768 0.004397 0.8443 0.0032  0.0001  0.0008  






























図 58 500μT断続波形磁場 24時間曝露（日付:12/09/06）の平均値 

















































































































































































































図 59 500μT断続波形磁場 24時間曝露（日付:12/09/06）のヒストグラム 



















非曝露 147.0  11711.3  181547.2  16.9  12.0  23.2  13.0  
曝露 156.8  11015.9  175362.6  18.1  13.0  26.7  13.1  
P値 0.607 0.1506 0.3363 0.3363 0.5122 0.5902 0.821 
表 18 1000μT断続波形磁場 15時間曝露（日付:12/12/14）の実験結果 
 




































































































































































































図 61 1000μT断続波形磁場 15時間曝露（日付:12/12/14）のヒストグラム 
 
 





















非曝露 276.9  70316.3  4098201.7  55.9  77.6  224.5  136.6  
曝露 329.8  83549.5  5529948.6  65.0  82.3  281.0  159.3  
P値 1.93E-09 3.50E-06 4.48E-08 6.72E-05 2.39E-06 1.45E-09 7.52E-09 




























図 62 1000μT断続波形磁場 18時間曝露（日付:12/12/07）の平均値比 

































































































































































































































































Tail Length、Tail Areaのパラメータからわかる。この条件（1000μT 断続波形磁場 24時

















非曝露 306.7  74727.6  4876297.6  64.6  82.8  261.3  149.2  
曝露 296.1  74419.4  5084761.5  68.6  82.1  249.8  144.0  
P値 0.494 0.9916 0.3241 0.3241 0.06169 0.5168 0.3297 



























図 64 1000μT断続波形磁場 24時間曝露（日付:12/11/30）の平均値比 
 








































































































































































































図 65 1000μT 断続波形磁場 24時間曝露（日付:12/11/30）のヒストグラム 
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4.5 時間による平均値比較 
それぞれ求めた結果を時間毎にまとめる。パラメータの中でも Tail Length、Tail Area、
Tail Momentについて示した。 




























図 66 時間における比較（Tail Length (px)） 


























図 67 時間による比較（Tail Length (px)） 






































































































図 70 時間による比較（Tail Length (px) 



































図 71 時間による比較（Tail Length (px)） 
**は p < 0.01を表す 
































図 72 時間による比較（Tail Area (px)） 

















































図 73 時間による比較（Tail Area (px)） 































図 74 時間による比較（Tail Area (px)） 
































































図 76 時間による比較（Tail Area (px)） 































図 77 時間による比較（Tail Area (px)） 
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図 78 時間による比較（Tail Moment） 























図 79  時間による比較（Tail Moment） 






















































































図 82  時間による比較（Tail Moment） 























図 83 時間による比較（Tail Moment） 
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た。断続波形磁場曝露結果では 100 μTでは有意差は見られず、500 μT、1000 μTで有意
差が見られた。断続波形では強度が比較的強い方がと DNA損傷が起こりやすい傾向がある。 
時間については 24 時間以上の磁場曝露実験結果は断続波形 500 μT 磁場曝露を除く
と有意差が見られなかった。このことは長時間の磁場曝露は DNA損傷を引き起こさな



























 ゲルの温度が 37℃で細胞を包埋する（ゲルが熱いと細胞の組織を壊してしまう） 
 溶解溶液でたんぱく質、脂質を溶解する 
 電気泳動の際に緩衝液の液面の高さと電気泳動が行われているか確認する 










100μT の 18 時間曝露（図 66）、断続波形 100μT の 15 時間曝露（図 69）、断続波形




































図 84  Fenton反応[12] 
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